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澱 粉 は 植 物 に よ っ て 自 然 界 に 豊 富 に 産 生 さ れ、 食 糧 資 源 と し て ば か り
で な く、 工 業 原 料 や エ ネ ル ギ ー 源 と して 高 度 に 利 用 さ れ て い る 重 要 な 生
物 資 源 で あ る。 わ が 国 の 澱 粉 消 費 量 の 半 分 以 上 は ぶ ど う 糖 、 異 性 化 糖、
水 飴 な ど の 糖 化 用 と し て 用 い られ て い る。 最 近 で は 澱 粉 か ら の エ タ ノ ー
ル 生 産 が 世 界 的 に 注 目 さ れ、 な か で も 省 エ ネ ル ギ ー 化 や 工 程 の 簡 素 化 の
た め に 生 澱 粉 を 加 熱 糊 化 す る こ と な く酵 素 を 用 い て 直 接 糖 化 す る 無 蒸 煮
糖 化 法 が 注 目 さ れ て い る。 生 澱 粉 分 解 酵 素 の 研 究 は!13pθご8ゴ1加3
8肥加orゴやRhゴzopロ5sp.な ど の カ ビ の 生 産 す る 酵 素 の 先 駆 的 な 研 究
以 来、 β8dヱ加scjτoロ1an5,5亡rθP亡ococcu3.bovヱ3.ムερθr811加3sp・
な ど い く つ か の 微 生 物 起 源 の 生 澱 粉 分 解 酵 素 が 報 告 さ れ て い る。 現 在、
こ れ ら の 酵 素 を 用 い て 生 澱 粉 分 解 作 用 を 酵 素 化 学 的 に 明 ら か に す る た め
の 研 究、 あ る い は 無 蒸 煮 エ タ ノ ー ル 醗 酵 へ の 応 用 の た め の 研 究 が 盛 ん に
行 な わ れ て い る。 こ の よ う な 状 況 の 中 で、 貝 沼 ら は パ プ ァ ・ニ ュ ー ギ ニ
ア の サ ゴ ヤ シ の 樹 幹 よ り カ ビ の 一 種Ohalar8paradoxaを生 澱 粉 分 解 酵
素 生 産 菌 と し て 発 見 し た*。 培 養 濾 液 を 検 討 し た 結 果、 そ れ ま で に 報 告
さ れ て い る 酵 素 と 比 較 し て 高 い 生 澱 粉 分 解 活 性 を 持 つ こ と が 報 告 さ れ
た。
本 研 究 で は、o.par8dox8生 澱 粉 分 解 酵 素 に 含 ま れ る グ ル コ ア ミ ラ ー
ゼ を 精 製 し 酵 素 化 学 的 な 検 討 を 行 な い 性 質 を 明 ら か に す る と と も に、 活
性 中 心 の サ ブ サ イ ト構 造 を 検 討 し た。 ま た、 本 酵 素 を 用 い て 分 解 し た 澱
粉 粒 の 微 細 構 造 に つ い て 電 子 顕 微 鏡 に よ り検 討 を 加 え た。 さ ら に、 α一ア
ミ ラ ー ゼ を 分 離 し て、 生 澱 粉 分 解 能 を グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ と 比 較 し て 検 討
す る と と も に、 本 酵 素 を 用 い た 無 蒸 煮 エ タ ノ ー ル 醗 酵 へ の 応 用 を 試 験 し
た。
第1編 α1818r8p8r8dω田 生 澱 粉 分 解 酵 素 に 関 す る 研 究
1-1α18ヱar8p8r8doエaグ ル コ ア ミ ラ ー ゼ の 精 製 と 性 質 工)
o.p8r8dox8生 澱 粉 分 解 酵 素 の 粗 酵 素 標 品 か ら ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー
ル 沈 澱 、DEAE一 セ ル ロ ー ス イ オ ン 交 換 樹 脂 吸 着、 α一シ ク ロ デ キ ス ト リ ン




ラ フ ィ ー に よ リ ア ミ ラ ー ゼ 活 性 画 分 を 分 離 し た 後、CL{一セ フ ァ ロ ー ス6B
とPolybuffer74を 用 い た ク ロ マ トフ ォ ー カ シ ン グ を 行 な う こ と に よ
り、 等 電 点 電 気 泳 動 的 に ほ.ぽ単 一 な6つ の グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ(Aユ,
A2,●●●,A6)を 精 製 し た(図1、 図2)。 これ らの グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ に は 等
電 点 お よ びSDS一ポ リ ァ ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 に よ る 分 子 量 に 違 い が
認 め ら れ た。 こ れ ら の う ち のA1,A2,A3に つ い て、 ア ミ ノ 酸 組 成、 キ
モ ト リ プ シ ン お よ びV8プ ロ テ ア ー ゼ に よ る ペ プ チ ドマ ッ プ を検 討 した が
ほ と ん'ど違 い は 認 め ら れ な か っ た。 ま た、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼAユ の 抗 体 を
作 成 し 免 疫 交 差 反 応 を 検 討 し た が、A1,A2,A3い ず れ と も 交 差 反 応 を
示 し こ れ ら の 成 分 は 免 疫 的 に も 同 等 と 考 え ら れ た。 さ ら に、N一末 端 よ り
10～ ユ工残 基 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 気 相 シ ー ク エ ン サ ー に よ り 決 定 し 比 較 を
行 な っ た が グ ル コ ァ ミ ラ ー ゼA1,A2,A3と も 全 く 同 一 の 配 列 で あ っ た
(図3)。 以 上 の 結 果 よ り、0.p8radOx8グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ は 同 じ 遺 伝 子
よ り 合 成 さ れ た 後、 プ ロ テ ア ー ゼ に よ るC一 末 端 部 分 の 分 解 等、 な ん ら か
の 修 飾 を 受 け た た め 多 様 性 を 示 す も の と 推 定 さ れ た。
1-2α28ヱ8r8p8r8dbx8グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ の 反 応 速 度 論 的 解 析2)
直 鎖 の 各 種 マ ル トオ リ ゴ 糖 を 基 質 と し て 速 度 論 的 パ ラ メ ー タ ー を 求 め
(表1、 図4)、 σ.p8r8doxaグ ル コ ア ミ ラ ー ゼA1の サ プ サ イ ト構 造 を 検
討 し た 。 そ の 結 果 、 本 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ は.3個 以 上 の サ プ サ イ ト を 持
ち 、 サ プ サ イ ト親 和 力 距 が0.05kca工!mo1、 ム2がAエ ～4エ 。 の 中 で 最 も
大 き い4.99kcallmolを 示 し た(表2、 図5)。 こ れ ら の サ プ サ イ ト親 和
力 の 値 は こ れ ま で 報 告 さ れ て い るR配zopα5deユe姻rお よ びR配zopα5
nゴveロ3グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ と 同 様 の 傾 向 を 示 し、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ に お
け る サ プ サ イ ト構 造 の 共 通 性 を 明 ら か に し た。 マ ル ト シ ル α。CD(G2。α一
CD)の 分 解 に お け るk。11』の 値 は σ.ρ8r8doxaグ ル コ ア ミ ラ ー ゼ の 方 が
R.n1ぴeロ5グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ の 約25分 の 工程 度 で あ っ た(表3)。 ま た 、
σ・ ρ8radox8グ ル コ ア ミ ラ ー ゼA1に つ い て 各 種CD(α 一CD、β・CD、 γ一
CD)を 用 い た 阻 害 実 験 をR.nゴvθ ロ3グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ と 比 較 検 討 し て
行 な っ た 結 果 、CDに よ る 活 性 阻 害 は 両 者 に 対 し て 拮 抗 阻 害 で あ り、 澱
の 値 は σ.p8r8dox8グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ に 対 し て は α。CD>β 一CD,γ一CD
で あ り、R.nゴ7θ α3グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ に 対 し て は α・CD,β 一CD<γ ・CDで
あ っ た(表4)。 こ れ ら の1ヒ。1」窃 、1職 の 値 はo.p8r8dox8グ ル コ ア ミ ラ ー
ゼ が 一R.η ご7eα3グ ル コ ァ ミ ラ ー ゼ よ り も 立 体 的 に 大 き な 基 質 を 活 性 部
位 に 結 合 し 易 い こ と を 示 し て い る。 す な わ ち、 本 酵 素 は 生 澱 粉 粒 の ア ミ
ロ ー ス あ る い は ア ミ ロ ペ ク チ ン を 活 性 部 位 に 取 り 込 み 易 く、 生 澱 粉 分 解
性 が 高 い と 考 察 さ れ た。
一3一
1-3σh8ヱar8P8τ8dOx8グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ を 用 い た 澱 粉 粒 の 構 造
解 析3)'4)
蛍 光 色 素 フ ル オ レ セ イ ン ーイ ソ チ オ シ ア ネ ー トで ラ ベ ル し た0.
ρ8r8dox8グル コ ア ミ ラ ー ゼ を 各 種 澱 粉 粒 に 作 用 さ せ、 分 解 反 応 時 に お
け る 本 酵 素 の 局 在 性 を 検 討 した 結 果、 本 酵 素 は 澱 粉 粒 の 特 定 の 部 位 に 吸
着 す る の で は な く 表 面 に ほ ぼ 均 一 に 分 布 す る こ と が 観 察 さ れ た(図6)。
っ つ い て、 電 子 顕 微 鏡 を 用 い て 本 酵 素 に よ る トウ モ ロ コ シ 澱 粉 粒 の 分 解
過 程 を『検 討 した。 そ の 結 果、 は じ め に 粒 の 表 面 の 一 部 に 酵 素 が 作 用 し 穴
を あ け、 澱 粉 粒 の 成 長 リ ン グ と 呼 ば れ る 層 の 一 層 を 横 方 向 に 円 形 の 穴 を
拡 げ る よ う に 分 解 し、 あ る 程 度 穴 が 大 き く な っ た と こ ろ で 次 の 層 の 表 面
に 穴 を 同 様 に あ け て 進 行 す る の が 観 察 さ れ た(図7)。 こ の こ と は 澱 粉 粒
は 縦 方 向 よ り も 横 方 向 の 方 が ア ミ ラ ー ゼ に 対 して 弱 い た め で あ り、 ま た
穴 が ほ ぼ 円 形 で あ る こ と は 成 長 リ ン グ が 横 方 向 に 均 一 な 構 造 を 持 つ た め
と 考 察 さ れ た。 同 様 に し て で き た 多 数 の 穴 が 互 い に 融 合 し て 分 解 後 期 に
は 粒 内 部 が 空 洞 な 構 造 と な る こ と を 示 し た。 さ ら に、 分 解 を 受 け た 澱 粉
粒 の 断 面 を 検 討 し、 トウ モ ロ コ シ 澱 粉 粒 は ア ミ ラ ー ゼ の 分 解 を 受 け に く
い 層 と 分 解 を 比 較 的 受 け 易 い 層 が 交 互 に 繰 り 返 し て い る 構 造 で あ り、 分
解 を 受 け に く い 層 が そ れ ぞ れ 完 全 に 独 立 して い る の で は な く互 い に 結 合
し た 部 分 を 持 つ こ と を 明 らか に した(図8)。
1-4Ch8ユ8瓢p8r8dox:8α一ア ミ ラ ー ゼ の 分 離 と性 質5)
Buty1-Toyopear1650Mを用 い た 疎 水 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ り0。
ρ∂r8dox8生澱 粉 分 解 酵 素 の α・ア ミ ラ ー ゼ 画 分 を グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ と 分
離 す る こ と が で き た(図p)。 得 られ た α一ア ミ ラ ー ゼ はSDS。ポ リ ア ク リ ル
ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 的 に ほ ぼ 単 一 で あ っ た。 これ ら の 砕 ア ミ ラ ー ゼ お よ
び グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 画 分 を 用 い て 生 澱 粉 分 解 能 を コ メ、 ト ウ モ ロ コ シ、
サ ゴ、 ジ ャ ガ イ モ の 生 澱 粉 を 基 質 と し て 検 討 し た。 そ の 結 果、 澱 粉 の 種
類 に よ っ て 分 解 率 の 差 が 認 め られ た。2Zの 生 澱 粉 を 工0単位/m工の 酵棄 濃
度 で 分 解 し た 場 合、 最 も よ く分 解 を 受 け た の は コ メ 澱 粉 で あ り40℃ で24
時 間 の 反 応 で 約92Z分 解 さ れ、 以 下、 トウ モ ロ コ シ、 サ ゴ、 ジ ャ ガ イ モ の
順 で あ っ た。 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ に つ い て も 同 様 に コ メ、 トウ モ ロ コ シ、
サ ゴ、 ジ ャ ガ イ モ の 順 で 分 解 さ れ た。0.p8憩dσxaα 一ア ミ ラ ー ゼ お よ び
グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ と 市 販 の 種 々 の ア ミ ラ ー ゼ お よ び プ ル ラ ナ ー ゼ を 用 い
て ト ウ モ ロ コ シ 生 澱 粉 分 解 作 用 を 単 独 お よ び 組 み 合 わ せ て 検 討 した。 そ
の 結 果、 単 独 で はo.P8塑60畑 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ は 検 討 した ア ミ ラ ー
ゼ 類 の 中 で 最 も 生 澱 粉 分 解 性 が 優 れ て お り、 トウ モ ロ コ シ 生 澱 粉 を8時
間 の 反 応 でR.nゴveα3グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ の 約4倍 の 効 率 で 分 解 した。
一4
相 乗 作 用 はc・P8z'8dox8α 一ア ミ ラ ー ゼ と σ・P8r8dox8グ ル コ ア ミ ラ ー
ゼ と の 間 で 顕 著 に 観 察 さ れ た(図10)。 さ ら に、0・P8r8dσx8α 。ア ミ ラ
ー ゼ とR・ 扁 γeα5グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ と の 間 に お い て も 同 様 の 相 乗 作 用
が 観 察 さ れ た。
第H編 αh8ユ8r8p8radox8生澱 粉 分 解 酵 素 の 応 用 に 関 す る 研 究
H-1σh8ヱ8z'8p8τ8(fo」胆 生 澱 粉 分 解 酵 素 を 用 い た トウ モ ロ コ シ 生 澱 粉
の 無 蒸 煮 工 タ ノ ー ル 醗 酵6)
σ.ρar8dox8生澱 粉 分 解 酵 素 を 無 蒸 煮 エ タ ノ ー ル 醗 酵 へ 応 用 す る た め
の 条 件 の 検 討 を 行 な っ た。 は じめ に、 トウ モ ロ コ シ 生 澱 粉 の 糖 化 試 験 を
行 な い24時 間 の 反 応 で10Zの 濃 度 の 基 質 を90Z以 上 分 解 す る こ と を 示 し
た(図 ユユ)。さ ら に、 酵 母 を 加 え て 酵 素 量 お よ び 温 度、 初 醗 酵 母 濃 度 等 を
検 討 し た 結 果、50m工 の 反 応 系 で は 生 澱 粉 濃 度 は20Z以 下、 温 度 は40℃ 、
酵 素 量 は625単 位 、 酵 母 濃 度 はo.6×1091蹴1の条 件 が 適 当 と 考 察 さ れ た。
パ ン 酵 母 お よ び 酒 酵 母 を 用 い て 最 適 条 件 下 で 醗 酵 を 行 な う と85Z以 上 の
効 率 で エ タ ノ ー ル を 生 成 す る こ とが で き た(表5)。
H-2α 一CDセフ ァ ロ ー ス6Bを 用 い た σ加 工8r8par8dox8生澱 粉 分 解
酵 素 の 再 利 用7)
本 酵 素 の 精 製 の 過 程 で α一CDをリ ガ ン ドと す る セ フ ァ ロ ー ス6Bカ ラ ム
に 酵 素 が 効 率 よ く 吸 着 す る こ と が 明 らか と な っ て い る の で、 酵 素 を 有 効
に 再 利 用 す る た め の 手 段 と して 本 酵 素 を こ の カ ラ ム を 用 い て 吸 着 さ せ 回
収 を 行 な い エ タ ノ ー ル 醗 酵 に 再 利 用 を す る こ と を 検 討 した。 吸 着 お よ び
脱 着 の 条 件 を 検 討 し た 結 果、pH4～8,温 度10～40℃ の 範 囲 で α一CD溶
液 等 で9GZ以 上 の 活 性 を 回 収 す る こ と が で き た。 さ ら に、 エ タ ノ ー ル 存
在 下 で の 吸 着 試 験 の 結 果、 エ タ ノ ー ル 濃 度 を 上 げ る と 回 収 で き る 活 性 は
漸 減 し た が10Zの エ タ ノ ー ル 存 在 下 で も80Z以 上 の 活 性 を 回 収 で き た。 カ
ラ ム を 用 い て 吸 着 可 能 な 活 性 の 量 を 検 討 し た 結 果、5m1の カ ラ ム を 用 い
る こ と に よ リユ,600単位 の 酵 素 を907以 上 回 収 で き た。 こ の よ う に し て 回
収 し た 酵 素 を 再 使 用 す る こ と に よ り効 率 の 低 下 を お こ さ ず に エ タ ノ ー ル
醗 酵 を 行 な う こ と が で き た(図12)。
H-3αh8ヱ8z'8p8z'8doヱ8菌体 の ア ル ギ ン 酸 ゲ ル 固 定 化 に よ る 生 澱 粉 の
分 解8)
o・paradox8菌体 の 固 定 化 を 行 な い、 固 定 化 菌 体 を 用 い た 生 澱 粉 の 糖
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化 を 試 み た。 液 体 培 養 し て 得 られ た 胞 子 を 集 め 懸 濁 液 と し、 等 容 量 の5Z
ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 と 混 合 し た 後、0.1MCaC12中 に 滴 下 し て 胞
子 を 包 括 固 定 化 し た ゲ ル ビ ー ズ を 得 た。 この 胞 子 を 包 括 した ゲ ル ビ ー ズ
を 数 日 間 培 養 し ゲ ル の 表 面 に 菌 糸 を 増 殖 さ せ た も の を 固 定 化 菌 体 と し て
生 澱 粉 の 糖 化 反 応 に 供 した(図13)。 窒 素 源 を 栄 養 と して 反 応 液 に 加 え る
こ と に よ り 固 定 化 菌 体 は 連 続 的 に ア ミ ラ ー ゼ を 生 産 し、 生 澱 粉 を 分 解 す
る こ と を 示 し た(図14)。
π 一4α 始 ヱ8τ8paz昌a(fω【8プ ロ トブ ラ ス トの 作 成 と 再 生9)
細 胞 融 合 あ る い は 遺 伝 子 の 導 入 な ど の 方 法 を 用 い た 菌 株 の 改 良 の 基 礎
と す る た め に σ.ρ8radoxa菌糸 の プ ロ トプ ラ ス ト化 を 試 み た。 胞 子 を
一 晩 静 置 培 養 後、 得 られ た 菌 糸100mgを0.5Mマ ン ニ トー ル を 浸 透 圧 調
節 剤 と し た0.1Zキ チ ナ ー ゼ と0.1Zザイ モ リ ア ー ゼ の 混 合 液1m工(20mH
リ ン 酸 緩 衝 液,pH6.4)で 処 理 す る と反 応 時 間60分 で 約2.5×10?慨1孤1
の プ ロ ト プ ラ ス トを 得 た(表6)。 こ の プ ロ ト プ ラ ス トを0.5Mス ク ロ ー
ス を 浸 透 圧 調 節 剤 と し た 培 地 で 再 生 を 行 な い、 約10Zの 再 生 率 を 得 た(図
15),
結論
生 澱 粉 分 解 酵 素 で あ るOh8ヱaraρ8r8dox8グル コ ア ミ ラ ー ゼ を精 製 し
て そ の 性 質 を 明 ら か に す る と と も に サ ブ サ イ ト構 造、 各 種CDに よ る 阻 害
等 を 検 討 し、 本 酵 素 の 優 れ た 生 澱 粉 分 解 性 は 他 の 酵 素 と 比 較 し て 活 性 部
位 が 高 分 子 の リガ ン ドを 受 け 入 れ 易 い こ と に 起 因 す る こ と を 明 ら か に し
た。 さ ら に、 本 酵 素 の 澱 粉 粒 の 構 造 研 究 へ の 応 用 に つ い て 検 討 を 行 な
・い、 澱 粉 粒 の 層 状 構 造 が 単 純 な 層 状 で は な く、 層 同 士 が 一 部 で 互 い に 連
結 し た 構 造 を 持 つ こ と を 明 ら か に し た。 別 々 に 分 離 精 製 し た0.
p8r8dox8α一ア ミ ラ ー ゼ と グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ を 用 い て 生 澱 粉 の 分 解 性 を
検 討 し、 両 酵 素 の 組 合 せ が さ ら に 優 れ た も の で あ る こ と を 示 した。 つ づ
い て、 本 酵 素 を 利 用 し た ト ウ モ ロ コ シ 生 澱 粉 の 無 蒸 煮 エ タ ノ ー ル 醗 酵 を
検 討 し た 結 果 、 高 い 収 率 で エ タ ノ ー ル を 生 成 す る こ ζが で き た。 この よ
う に、o.p8r8dox8酵 素 標 品 は 高 い 生 澱 粉 分 解 活 性 の ゆ え に 澱 粉 粒 の 構
造 研 究 等 の 基 礎 研 究 へ の 応 用、 あ る い は 無 蒸 煮 エ タ ノ ー ル 醗 酵 等 の 工 業














































































































































































































































表 工.㎜CPARAMETERSOFα ぬ 聞 ρar8`∫αm
GLUCOAMYLASEFORHYDROLYSIS
OFMALTODEXTRINSATpH5.OANDTSｰC


























































.M伽 』崩 鵡 獅 ・姻 麗 ㌦ ノ%6鵬4酬 ●1・
表2.SU園 πEA困 ㎞Y。Fα ・伽 ρむ・伽GLUC。 一EATpH5・ 脚)箔 。C
Sub5量亀己島umber(') i 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Subsitoaπin龍y4
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審 査 結 果 の 要 旨





本研究は,サ ゴヤシ樹幹 より分離したカビ⊆、p幽 の生産するグルコアミラーゼ分子を高
度に精製し,マル トオリゴ糖を基質に反応速度論的解析を加え,本 酵素の基質に対する高い親和
力は基質の非還元性末端から第二位の糖鎖に対応する活性中心残基であることを明らかにした。
さらに,本 酵素は生澱粉分解活性のない酵素より立体的に大きな基質を結合 し易い特性を持つ こ
とを明らかにし,本酵素の生澱粉分解活性を考察した。本 グル コアミラーゼによる生澱粉分解の
状況を電子顕微鏡により解析 し,トウモロコシ澱粉粒にア ミラーゼの分解を受け易い層 と分解を
受け難い層が交互に繰返 している層状構造であることを明らかに した。次いで,本研究者はα一
ア ミラーゼを精製 した。 α一アミラーゼは,コ メ,ト ウモロコシ,サ ゴ,ジ ャガイモの順に各生




率を上げることができた。工業的な利用への展開のため,α 一シクロデキス トリンを リガン ドと
する固定化担体に酵素を吸着回収させる方法を確立 した。さらに,製 造原価を低 くするため,9
幽 の菌体をアルギン酸ゲルに固定化 し,連続的に生澱粉を分解するバイオ リアクターを構
築した。将来の分子育種の基礎として⊆p血 の菌体 よりプロトプラス トを作成 し,こ れを
再生させることを可能とした。
以上述べたように,本研究は生澱粉分解性を持つChalarap幽のアミラーゼ系の詳細な酵
素化学的検討を行い,そ して生澱粉分解による無蒸煮アル コール醗酵への応用を可能にしたもの
で,よ って,審査員一同本研究者に対して農学博士の学位を授与するに価するものと認定 した。
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